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2．成人T細胞性白血病細胞株に対するHeat　shock　pro－
　tein90阻害剤の細胞抑制効果
（東京薬大・薬・臨床薬理学）　　　洋品　良祐、平野　俊彦
（内科学第一講座）　　大屋敷一馬、藏品　良祐、浜村　良子
　　　　　　　　　　小林　千晶
（難治性免疫疾患研究センター）　　　　　　　　大屋敷純子
　【結論】
　Hsp90阻害剤は、　ATL細胞に対し様々なシグナル伝達経路
を介しての増殖抑制効果をもたらすと考えられたが、その一
つとして、β一catenin／TCF経路の関与が示唆された。　Hsp90阻
害剤はATL治療において有用であると思われ、今後多剤併用
の効果も含めての検討が必要と考えられた。
　【背景・目的】
　成人T細胞性白血病（以下、ATL）は難治性のT細胞性腫
瘍で、造血幹細胞移植以外に確立された治療法はなく、新規分
子標的薬の開発が期待されている。一方、分子シャペロンの一
つであるHeat　Shock　Protein90（以下、　Hsp90）は、　AKT、
CDK4、　Raf－1などの“クライエント蛋白”を安定化すること
によってアポトーシスや細胞周期、細胞増殖の制御に関与し
ている。したがって、新たな分子標的として注目され、欧米で
はすでに臨床治験が進行中である。そこで、ATL細胞に対す
るHsp90阻害剤の細胞抑制効果とその分子機i構を解明するた
めに以下の検討を行った。
　【方法】
　Hsp90阻害剤としてゲルダナマイシン類似化合物である
17一（Allylamino）一17－demethoxygeldanamycin（以下、17－AAG）
および17－Demethoxy－17一［［2一（dimethylamino）ethyl］amino］gel－
danamycin　hydrochloride（以下、17－DMAG）を用い、　ATL細
胞株（TaY、　MT－2、　MT－4）とATL患者細胞に対する影響を検
討した。なお、ATL患者様には、あらかじめインフォームド・
コンセントにより説明をして同意を得た上で研究を行った。
また、17－AAGおよび17－DMAGの細胞毒性はCell　counting
kit－8を用い、アポトーシスはAnnexin－V染色により評価し
た。さらに、薬物の遺伝子発現に及ぼす影響はオリゴヌクレオ
チドDNAマイクロアレイ（GEO：GPL2531）を用いて検討
した。
　【成績】
　ATL細胞株に対するゲルダナマイシン類似化合物のInhib－
itory　Concentration　50％（以下、　IC5。）は17－AAGでは200
～900nM、17－DMAGでは100～200　nMであり、濃度依存性に
細胞抑制効果を認めた。また、17－AAG、17－DMAGの両薬剤
ともに濃度依存性にアポトーシスを認めた。さらに、DNAマ
イクロアレイ解析の結果、細胞周期制御遺伝子群（p21をコー
ドするCDKNIA、TP53など）、Hsp70をコードするHSPCIA、
Hsp70／Shp900rganizing　proteinをコードするSTIP1などの遺
伝子発現上昇を認め、アポトーシス関連遺伝子群（IL－9など）、
細胞増殖に関係する遺伝子群（VEGFB、TCF7L2、TCF4など）
の発現低下を認めた。この中でTCF7L2、　TCF4に注目し、蛋
白レベルで解析を進めた結果、Hsp90阻害剤によるAKTのリ
ン酸化抑制およびβ一cateninの制御を行うGSK－3βのリン酸
化促進を認めた。
3．リボソーム結合ペプチド投与マウスにおけるメラノーマ
　増殖抑制
（国：立感染症研究所血液・安全性研究部）
　　　　　　　　　　　　　　　　内田　哲也、種市麻衣子
（免疫学講座）　　　　内田　哲也、豊田　博子、矢那瀬紀子
　　　　　　　　　　水口純一郎
　我々はこれまでに、特定の脂質組成からなるリボソームの
表面に抗原あるいは抗原ペプチドを化学結合させることによ
り、抗原特異的な細胞性免疫が効率よく誘導されることを見
出した（J．　lmmunol．　2006；177：2324－2330．）。本研究において
は、このリボソーム処方をがんワクチン創製に応用すること
を目標に検討を行っている。
　リボソーム表面結合抗原の特長としては、第一に、がん治
療、抗ウイルスワクチン等に有効であると考えられる細胞性
免疫を高効率に誘導すること、第二に、IgE抗体産生を誘導し
ない特性を有する（」．immunol．2002；169：4246－4252．）た
め、ワクチンに対するアレルギー反応を惹起しにくいこと、第
三に、生体の細胞を構成する脂質からなるリボソームは目的
を達成した後に生体による代謝を受けるので、現行のワクチ
ンに用いられているアルミニウムアジュバントの様に長く体
内に貯留することがなく、安全性が高いこと、等が挙げられ
る。
　近年ワクチン抗原として多用されつつあるペプチドは、目
標とする免疫応答をピンポイントで誘導する利点がある反
面、分子量の大きい蛋白抗原と比較して免疫原性が低いとい
う欠点があるが、我々が開発したリボソーム処方は抗原ある
いは抗原ペプチドに対する免疫応答を高効率に誘導すること
ができる。本研究では、リボソーム表面にB16メラノーマ由来
のCTLエピトープ：TRP218。．188を化学結合させ、　B16担癌マ
ウスに投与して腫瘍の増殖への影響を検討した。
　C57BL／6マウスの皮内にB16メラノーマを1×105／50μ1
注射し、7日後及びll日後にTRP、18。．、88一リボソーム溶液200
μ1をCpG（5μg／mouse）とともに投与したところ、非投与群
と比較して有意な腫瘍増殖の抑制が認められた。また、これら
のマウスを用いてin　vivo　CTL　assayを行ったところ、
TRP、、8。一、88一リボソーム非投与群では有意なTRP、、8。．、88特異
的CTLの誘導が認められなかったが、　TRP2、8。一！88一リボソーム
投与群では有意なCTL誘導が認められた。
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　この結果は複数回の独立した実験において再現された。現
在、TRP218。．188一リボソームによるB16メラノーマ増殖抑制効
果を高めるべく、Tヘルパー活性の利用、抗CTLA－4抗体の共
投与の影響、等の検討を行っている。
4．45歳で診断のついたX連鎖性無ガンマグロブリン血症の
　　1例
（小児科学講座）　　　藤岡　泰生、河島　尚志、武隈　孝治
　　　　　　　　　　星加　明徳
（富山医科薬科大学小児科）　　　　　　　　　　金兼　弘和
　症例は45歳男性。幼少時より月に1回程度の発熱を繰り返
しており、免疫不全症候群が疑われ、8歳頃、約1年間入院し
精査するも明らかな診断はつかなかった。
　発熱の頻度は徐々に減少し、15歳以降は年に1回程度の発
熱を認めるのみであった。
　平成17年3月、頭痛、発熱、嘔吐を主訴に近医を受診。化
膿性髄膜炎と診断され、同年3／～3／　まで入院。また、同
年7月　　にも同様の症状出現し、化膿性髄膜炎の診断にて
7／～7／一1入院となった。しかし、－再度発熱認め、左股
関節の強い疹痛を認めたため、化膿性左股関節炎疑われ、近医
再入院するも、本人希望にて、．退院となった。その後の精
査加療目的にて、「一：当院整形外科紹介受診となり、以降外来
にて経過観察されていた。
　その後も、化膿性脊椎炎、椎間板炎を繰り返していたが、平
成19年5月中旬より発熱、嘔吐を認め、細菌性髄膜炎の診断
にて6／～7／　某病院入院。
　細菌性感染症を反復していたため、免疫不全症候群の疑い
精査したところ、蛋白分画にてγグロブリン感度以下、血清
IgG　813．O　mg／dl（γグロブリン補充後）、　IgM　3．O　mg／dlと低
下を認めた。また、リンパ球表面マーカーにてCDI9：02％、
CD20：0．3％、　B細胞百分率1％とB細胞減少を認め、さらに、
FACSにてBtk（Bruton’s　tyrosine　kinase）蛋白の欠損があり、
X連鎖性無ガンマグロブリン血症が疑われた。遺伝子解析を
行ったところ、Btk遺伝子解析にてexon6のskipを伴うexon6
の637G＞T（169　E＞X）を認め、　X連鎖性無ガンマグロブリ
ン血症と診断された。
　平成19年10月、当院当科紹介受診となり、以降外来にて定
期的にガンマグロブリン補充療法施行中である。
　X連鎖性無ガンマグロブリン血症は、B細胞に特有のチロ
シンキナーゼ遺伝子の突然変異により生じるX連鎖劣性の疾
患であり、骨髄におけるB細胞の分化障害のため末梢血B細
胞が欠如し、抗体産生不全をきたす。母体由来のIgGがなくな
る生後6ヶ月頃より、肺炎、中耳炎、消化器感染を繰り返し、髄
膜炎、敗血症などの重症細菌性感染を併発することもある。家
族歴とあわせ、5歳頃までに診断されることが多いが、40歳台
で診断されたのは本邦で初めてである。
5．真菌細胞壁多糖への免疫応答におけるDectin－1の関与
（東京薬大・薬・免疫）
　　　　　　　　　　池田　　太、安達　禎之、大野　尚仁
　真菌や細菌、ウイルスなどの微生物に特有、かつ共通に存在
するpathogen　associated　molecular　patterns（PAMPs）は、自
然免疫において重要な認識分子である。真菌細胞壁にはβ一グ
ルカンが普遍的に含まれており、様々な真菌に対する免疫応
答において非常に重要なPAMPsの一つであると考えられる。
近年、このβ一グルカンの認識に係わる受容体としてDectin－1
が同定された。Dectin－1はマクロファージ（Mφ）、樹状細胞な
どの細胞に発現するU型の膜貫通タンパクで、細胞内領域に
は細胞内シグナルの活性化に関与すると考えられるITAM様
モチーフをもつ。我々はこのDectin－1に着目し、病原性真菌に
対する免疫応答における役割を解析した。代表的な病原性真
菌であるCandida　albicαns（C．　albicans）は培養条件の違いに
より細胞壁組成に変化が起こることが知られている。このこ
とは、マクロファージ等の自然免疫に係わる細胞による真菌
の認識に影響を与えるものと思われる。そこで、異なる培養条
件でCalbicans菌体を得て、その細胞壁β一グルカンと
Dectin－1との結合性、そして生物活性の変化を検討した。
　まず、C．　albicαnsとDectin－1との結合性を定量的に評価す
るため、Dectin－1の可溶性IgGキメラタンパク（sDec　I－Fc）の
作成を行った。作成したsDecl－Fcがzymosan、次亜塩素酸酸
化Calbicans（OX－CA）、および酵母形C．　albicansへの結合
能を持つことをフローサイトメトリーや共焦点顕微鏡にて確
認した。次に、様々な培養条件下で得た菌平間でのsDec　1－Fc
の結合性を比較した。その結果、270Cよりも、37℃で培養し
た剛体へのsDec　l－Fcの結合性が高かった。また、　Potato　dex－
trose培地よりも、ショ糖、無機塩、ビオチンから成る合成培地
を用いて培養した菌体に対するsDec　l－Fcの結合性が高かっ
た。加熱処理による菌体の固定によっても、sDec　l－Fcの結合性
は増大した。これらの結果は、いずれも細胞壁マンナン含量の
低下と、それに伴うβ一グルカンの表出に起因すると考えられ
た。次に、これらの菌体刺激による生物活性を比較検討した。
マウスにチオグリコレート培地を投与した腹腔から採取した
MφにGM－CSFを加え、　Mφ表面のDectin－1発現量を高めた
後、C．　athicans菌体で刺激し、　ELISAによりサイトカイン産
生量を測定した。その結果、Mφへの舟守刺激によるTNF一α
が産生量は、sDecl－Fc結合性の結果を反映していた。
　以上、真菌細胞壁組成の違いが、Dectin－1とβ一グルカンの
accessibilityに変化を生じさせることから、　C．αlbicansの環境
要因が細胞壁構造の多様性を導き、自然免疫応答に影響を及
ぼすと考えられた。さらには、Dectin－1がβ一グルカンの機能的
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